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1 Einleitung

1.1 Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich

1.1.1 Epidemiologie des Kopf-Hals-Karzinoms

Legt man die Daten des saarldndischen Krebsregisters zu Grunde, erkrankten in der
Bundesrepublik Deutschland im Jahr 1998 ca. 347.000 Menschen an Krebs. Davon
machten die Malignome des Kopf-Hals-Bereiches unter den Ménnern mit einer
geschétzten altersstandardisierten Inzidenz von 24,5/100.000 einen Anteil von 6,3% aus
und standen somit an vierter Stelle der Haufigkeitsverteilung aller Malignome der
Minner.

Die rohen Mortalitdtsraten fiir das Jahr 1999, die sich aus der jdhrlichen Anzahl der
Todesfille, bezogen auf 100.000 der Bevolkerung ergeben, lagen bei den Ménnern bei
12,3 und bei den Frauen bei 3,2. Verfolgt man die altersstandardisierte Mortalitét {iber
einen Zeitraum von 20 Jahren, so hat sich diese bei den Kopf-Hals-Malignomen wie bei

keiner anderen Krebserkrankung verdreifacht (Schlesinger-Raab et al., 2003).

1.1.2 Karzinogenese des Kopf-Hals-Karzinoms

Die Karzinogenese der Kopf-Hals-Tumoren unterliegt einem ,,multistep process®, dem
eine oder mehr Verdnderungen des genetischen Materials zugrunde liegen (Califano et
al., 1996). Histologisch gesehen entwickelt sich eine Hyperplasie tiber die Dysplasie
zum Carcinoma in situ, um dann anschlieend in ein invasives Karzinom iiberzugehen
(Hunter et al., 2005). Eine wichtige Theorie in diesem Zusammenhang ist die ,,field
cancerization® Theorie. Sie basiert auf Beobachtungen, dass Karzinome multifokal auf
Gebieten mit pridkanzerdsen Verdnderungen entstehen und sich ausbreiten. Diese
Gebiete konnen makroskopisch unsichtbar sein oder als Leukoplakie imponieren.
Grundlage dazu sind histologische und genetische Untersuchungen, die abnormales
Gewebe rund um ein Karzinom zeigten und somit belegten, dass Noxen auf die gesamte

Schleimhaut einwirken (Kotelnikov et al., 1996).
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1.1.2.1 Genetische Suszeptibilitit

Zu der Exposition gegeniiber karzinogener Substanzen kommt noch die jeweilige
genetische Prédisposition, die von Individuum zu Individuum variiert, da z. B. nicht
jeder Raucher im Laufe seines Lebens an einem Tumor erkrankt. Eine gro3e Rolle spielt
in diesem Zusammenhang die Mutagensensitivitit, d.h. die Empfindlichkeit gegeniiber
DNA-schiadigenden Substanzen. Schantz und Hsu zeigten 1989 bei Patienten mit Kopf-
Hals-Karzinomen eine, durch die mutagene Substanz Bleomycin induziert, erhohte
Anzahl an DNA Einzel- und Doppelstrangbriichen (Schantz und Hsu, 1989). Auch der
Polymorphismus metabolisierender Enzyme, die fiir den Abbau verschiedenster
Karzinogene zusténdig sind, wie die Glutathion-S-Transferase (Trizna et al., 1995) und
das Cytochrom P450-System (Hong und Yang, 1997), ist mallgeblich an der
Karzinomentstehung beteiligt.

Ebenso begiinstigen fehlerhafte DNA-Reparaturmechanismen, wie z.B. der
Polymorphismus im Reparaturgen XRCC1 (Sturgis et al., 1999) die Entstehung von

Malignomen.

1.1.2.2 Onkogene

Wichtig in der Karzinogenese des Kopf-Hals-Karzinoms ist die Aktivierung von
Protoonkogenen zu Onkogenen, woraus unkontrollierte Wachstums- und Zell-
differenzierungsprozesse resultieren.

Mutationen in ras-Onkogenen, bestehend aus H-, K-, und N-ras Genen, scheinen in
Zusammenhang mit Kopf-Hals-Karzinomen zu stehen. Mit einer Inzidenz von 35%
wurden H-ras Mutationen in oralem Plattenepithelkarzinom in Indien identifiziert
(Saranath et al., 1991). Auch die Amplifikation und/oder Uberexpression von
myc-Onkogenen, bestechend aus c-, N-, und L-myc, sind maBgeblich an der
Karzinogenese beteiligt (Rodrigo et al., 1996).

Untersucht wurden auch die Onkogene, die sich auf Chromosom 11q13 befinden, wie
int-2, hst-1, cyclin DI/PRAD-1.

Int-2 und hst-1 Gene sind zustindig fiir die Induktion von Zellproliferation und
Angiogenese (Hardisson, 2003). Amplifikationen wurden in 30-50% der Kopf-Hals-
Karzinome gefunden (Berenson et al., 1989; Muller et al., 1997).



Finleitung

Cyclin D1 ist auf dem CCND1/PRAD-1 Gen kodiert und kontrolliert die G1 Phase im
Zell-Zyklus. Eine Uberexpression von Cyclin D1 fiihrt zu einer Verkiirzung der G1-
Phase und reduziert die Abhéngigkeit der Zellen von mitogenen Substanzen (Hardisson,
2003). Eine Amplifikation im Cyclin D1 Gen wurde in 26-39% (Meredith et al., 1995)
und eine Uberexpression in 39-64% der Fille von Kopf-Hals-Karzinom gefunden
(Akervall et al., 1997).

Der epidermal growth factor receptor (EGFR) ist ein transmembrandses Glykoprotein,
welches unter anderem den epidermal growth factor (EGF) und den transforming
growth factor (TGFoa) bindet. Die Aktivierung von EGFR induziert eine
Autophosphorylierung und schlieBlich die Aktivierung von ras (Hackel et al., 1999).
Das EGFR Gen zeigt hiufig eine Uberexpression in oralen Malignomen (Partridge et
al., 1988) und auch das Vorhandensein von Mutationen im EGFR scheint besonders
mit einer schlechten Prognose bei Kopf-Hals-Karzinomen, vor allem bei Larynx-
tumoren zu korrelieren (Miyaguchi et al., 1990).

COX-2 steht mit vielen Onkogenen in Verbindung. Nimmt man das EGFR als Beispiel,
so zeigte sich, dass eine Aktivierung von EGFR zu einem gesteigerten COX-2-Level
und folglich auch zu einer gesteigerten Prostaglandinkonzentration fiihrt (Coffey et al.,

1997).

1.1.2.3 Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressorgene (TSG) fungieren als Ubermittler negativer Wachstumssignale
und sind damit an der Regulation des Zellzyklus und der Apoptose beteiligt (Weinberg,
1991).

Die Inaktivierung von Tumorsupressorgenen erfolgt meist durch Punktmutationen,
Deletionen und Umordnung auf beiden Allelen (Yokota und Sugimura, 1993;
Vogelstein und Kinzler, 1993). Dieser sog. ,,loss of heterozygosity* (LOH) wurde bei
Kopf-Hals-Karzinomen hauptsichlich auf den Chromosomen 3p, 5q, 8p, 9p/q,11p und
17p nachgewiesen. Diese Regionen beinhalten die Tumorsuppressorgene wie VHL (3p),
pl6 (9p) und p53 (17p) (Glavac et al., 2003; Ah-See et al., 1994).

Ein weiteres wichtiges Tumorsuppressorgen, welches den Zell-Zyklus reguliert und
Apoptose induziert ist das Retinoblastom-Gen, lokalisiert auf Chromosom 13 (Jefferies

und Foulkes, 2001).
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Ein Zusammenhang zwischen dem Tumorsuppressorgen p53 und der COX-2 wurde u.
a. von Leung et al. untersucht. Es wurde bei Patienten mit Magentumoren gezeigt, dass
in Tumoren mit sog. Missense-Mutationen des p53, d.h. Punktmutationen mit dem
Austausch einer Aminosdure, eine stirkere COX-2 Expression stattfindet, als in

Tumoren ohne Mutation (Leung et al, 2001).

1.1.2.4 Exogene Risikofaktoren

Zu den Hauptrisikofaktoren fiir die Genese von Karzinomen im oberen
Aerodigestivtrakt gehdren Tabak- und Alkoholkonsum, wobei gerade die Kombination
von Rauchen und Alkoholkonsum das Risiko zu erkranken noch weiter erhdht
(Castellsague et al., 2004).

Mehr als 50 karzinogene Stoffe wurden im Zigarettenrauch nachgewiesen. Die
wichtigsten darunter sind polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAHs),
Nitrosamine und aromatische Amine (Hecht, 1999). Jedoch zihlt nicht nur das Rauchen
von Tabak zu den Risikofaktoren, auch der orale Genuss von Tabak (Kautabak) gilt als
karzinogen (Johnson, 2001). Im Alkohol sind es hauptsdchlich Ethanolmetabolite, wie
das Acetaldehyd, welche karzinogenes Potential aufweisen (Boffetta und Hashibe,
2006). Eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit Kopf-Hals-Malignomen spielt auch
die Infektion mit Viren. Diskutiert werden unter anderem das Humane Papilloma Virus
(HPV) und zwar hauptsdchlich HPV Typ 16 und das Epstein-Barr-Virus. HPV beweist
onkogenes Potential durch die Kodierung von den Onkoproteinen E6 und E7, welche
ihrerseits wiederum die Tumorsuppressorproteine p53 und pRb inaktivieren (Herrero et
al., 2003). Auch eine Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus ist nachweislich an der
Genese der Kopf-Hals-Karzinome beteiligt (Shimakage et al., 2002).

Weiterhin gehort auch eine ungeniigende, einseitige Erndhrung, wie ebenso eine
mangelnde Mundhygiene zu den Risikofaktoren fiir die Entstehung von Kopf-Hals-
Malignomen (Winn et al., 1991).

10
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1.2 Oxidative Schiden

1.2.1 Oxidative Schiden und Tumorgenese

Als Konsequenz eines aeroben Lebens, greifen tiglich ca. 10.000-20.000
Sauerstoffradikale (reactive oxygene species, ROS) jede Zelle im Korper an (Valko et
al., 2004). Eine Uberproduktion an ROS entweder endogen, durch verschiedene
metabolische Prozesse oder exogen, durch zahlreiche Xenobiotika zugefiihrt, bezeichnet
man als ,,oxidativen Stress* (Valko et al., 2006).

Sauerstoffradikale sind definiert als Molekiile oder molekulare Fragmente, die ein oder
mehrere ungepaarte Elektronen enthalten und dadurch eine aufBerordentliche
Reaktionsfreudigkeit aufweisen (Winterbourn, 1993). Wichtige Sauerstoffradikale sind
das Superoxidradikal, das Hydroxylradikal und das Peroxylradikal (Valko et al., 2004)
Oxidative Schiaden, die durch Radikale verschiedenster Art verursacht werden, fithren
zu DNA-Verdnderungen bzw. DNA-Lidsionen und erfordern eine stindige Modifikation
des genetischen Materials. Diese Modifikationen konnen einen ersten Schritt in der
Tumorentstehung darstellen (Valko et al., 2006). ROS induzierte DNA-Schiden
beinhalten Einzel- und Doppelstrangbriiche, Purin-, Pyrimidin-, Desoxyribose-
Modifikationen und DNA cross-links. Weiterhin kdnnen sie auch die Transskription,
Signaltransduktionswege, Replikationsfehler und Genominstabilitdt induzieren, welche
alle mit Karzinogenese assoziiert sind (Marnett, 2000; Cooke et al., 2003).

Die oxidative DNA-Schéadigung in vivo, wird in der vorliegenden Arbeit durch die
Inkubation der Miniorgankulturen mit Hydrogenperoxid imitiert.

Unter physiologischen Bedingungen haben die Zellen die Mdglichkeit mit einem
endogenen Abwehrsystem, die anfallenden ROS abzufangen. Zum Abwehrsystem
gehoren die Superoxiddismutase, welche das Superoxidradikal neutralisiert, die
Gluthationperoxidase, zustindig fiir Hydrogenperoxid und die Katalase, ebenso
zustindig fiir das Hydrogenperoxid (Klaunig und Kamendulis, 2004).

Neben dem endogenen System existieren noch zahlreiche antioxidativ wirksamen
Substanzen, wie z.B. Vitamin E, Vitamin C, Coenzym Q und Betacarotin, die
entstehende freie Radikale abfangen (Clarkson und Thompson, 2000). Inwieweit COX-
2-Inhibitoren antioxidative Wirkungen im Kopf-Hals-Bereich besitzen, ist bisher

weitgehend ungeklért.
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1.2.2 Oxidative Schiden und Entziindung

Ein wichtiger Effekt der ROS an Zellen ist u.a. auch die oxidative Modifikation von
membranstindigen Fettsduren, im Sinne einer Lipoperoxidation. Diese Oxidation
nimmt einen schddigenden Einfluss auf die Fluiditdt der Membran, der Proteinstruktur
und der Zell-Signal-Wege und fiihrt zu einer gesteigerten Aktivitit der Phospholipase
A, (Balboa und Balsinde, 2006). Eine gesteigerte Aktivitit der Phospholipase A;
beinhaltet ihrerseits eine gesteigerte Freisetzung der Arachidonsdure aus
membrangebundenen Phospholipiden und diese wiederum, durch COX-1/COX-2
vermittelt, eine  erhohte  Prostaglandinsynthese, = welche malgeblich an
Entziindungsreaktionen beteiligt sind (Balboa und Balsinde, 2006).

In entziindetem Gewebe konnte man, sowohl in vivo (Hamilton et al., 1999) als auch in
vitro (Saunders et al., 1999) eine hohere Konzentration an Prostaglandinen messen,

wenn die Phospholipase A, aktiviert war.

1.3 Die Cyclooxygenase

Die Cyclooxygenase, auch bekannt als ,Prostaglandin-H-Synthase® oder
»Prostaglandinendoperoxid-Synthase* besteht aus einer epidermal growth factor
dhnlichen Doméne, einer Membranbindungsdoméne und einer katalytischen Doméne.
Die katalytische Doméne beinhaltetet eine Peroxidase-aktive Seite und eine
Cyclooxygenase-aktive Seite (Simmons et al., 2004). Die Cyclooxygenase existiert in
Isoenzymen, wobei die wichtigsten die COX-1 und die COX-2 sind.

Beide Isoenzyme sind im Lumen der Zellkernhiille und im endoplasmatischen
Retikulum lokalisiert (Simmons et al., 2004). Die Isoenzyme der Cyclooxygenase sind
membrangebundene Hamoproteine, welche als Oxygenase die Umwandlung von
Arachidonsdure, ein Bestandteil von Phospholipiden in Zellmembranen, zu
Prostaglandin G, und als Peroxidase die Umwandlung von Prostaglandin G, zu
Prostaglandin H, katalysieren (Kam und See, 2000). Prostaglandin H, wird daraufhin
durch gewebsstiandige Synthasen in eine Vielzahl anderer Prostaglandine, Prostazykline
oder Thromboxane umgewandelt, wie PGE,, PGD,, PGF,,, PGl und Thromboxan
(TX3) (Simmons et al., 2004).

12
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Abbildung 1. Schema zur Arachidonsdure-Kaskade

1.3.1 COX-1

Unter physiologischen Bedingungen wird die COX-1 in den meisten Sdugetier-Zellen
exprimiert (Turini und DuBois, 2002). Sie ist ein Himoglykoprotein mit einem Gewicht
von ca. 70 kD und erstmalig entdeckt und gereinigt aus Rindern (Miyamoto et al., 1976)
und aus Schafen (Hemler und Lands, 1976). Besonders grofe Mengen der COX-1
befinden sich in Epithelzellen, Tubuluszellen der Niere und in Thrombozyten. Gerade
in Thrombozyten, die einen Vorrat an COX-1 fiihren, hat sie die wichtige Funktion der
Thromboxansynthese und somit der Blutstillung (Schafer, 1995).

Die COX-1 ist als ,,Housekeeping“Enzym weitgehend zustindig fiir die Homdostase

der Prostaglandine und die Gewéahrleistung eines Basislevels (DuBois et al., 1998).

1.3.2 COX-2

Dass auch eine induzierbare Form der Cyclooxygenase existiert, wurde in den 90er
Jahren beobachtet. Fu et al., registrierten erhohte Cyclooxygenase-Aktvitdt nachdem sie

Monozyten bakteriellem Lipopolysaccharid ausgesetzt hatten (Fu et al., 1990).

13
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Zahlreiche Studien folgten, bis Fletcher et al. und O Banion et al. ein induzierbares
Cyclooxygenase-Gen in Zellen vorweisen konnten, welches fiir ein Protein mit
Cyclooxygenase-Aktivitét kodierte (Fletcher et al., 1992; O'Banion et al., 1992). Dieses
ist heute bekannt als die induzierbare COX-2. COX-2 ist wie COX-1 ca. 70 kD schwer.
Studien iiber die Tertidrstruktur zeigten, dass die Aminosdure-Sequenz fiir die
Substratbindungsstellen und die katalytischen Regionen nahezu identisch mit COX-1
sind. Es existieren jedoch auch Unterschiede, beispielsweise befindet sich in der
Aminosdure-Sequenz an der Stelle 434 und 523 ein Isoleucin in COX-1 und ein Valin
in COX-2. Fir COX-2 ergibt sich daraus eine ldngere und flexiblere Substrat-
bindungsstelle (Kurumbail et al., 1996; Picot et al., 1994).

Das Cyclooxygenase-2 Gen, welches hauptsichlich als ,,Response-Gen* fungiert, wird
durch verschiedene intra- und extrazelluldre Substanzen zur Expression von COX-2
stimuliert (Mitchell und Warner, 1999). Wichtig sind Entziindungsmediatoren, wie
Interleukin 1a, Interleukin 6, tumor necrosis factor-a und bakterielles Endotoxin (Geng
et al., 1995).

Im Zusammenhang mit der COX-2 Expression stehen weiterhin Wachstumsfaktoren,
wie u.a. der epidermal growth factor (Hamasaki und Eling, 1995), der Thrombozyten-
Wachstumsfaktor (Xie und Herschman, 1996) ebenso wie lokal wirksame Metaboliten,
z.B. wie Endothelin (Hughes et al., 1995) und 5-Hydroxytryptamine (Stroebel und
Goppelt-Struebe, 1994). Auch der Thrombozyten-Aktivierungsfaktor (Bazan et al.,
1994) und zirkulierende Hormone, wie Parathormon (Tetradis et al., 1996) steigern die
COX-2 Expression. Obwohl die COX 2 hauptsédchlich induzierbar ist, finden sich auch
dauerhafte, niedrige Konzentrationen im Gehirn, der Niere und dem Uterus wéhrend der

Graviditdt (DuBois et al., 1998).

Zahlreiche Mechanismen in der Karzinogenese werden durch COX-2 beeinflusst. So
kann COX-2 mit ihrer Peroxidase-aktiven Seite ,,Prokarzinogene in Karzinogene*
umwandeln (Marnett et al., 1978; Eling et al., 1990). Auch in der Angiogenese zeigt die
COX-2 Wirkung. VEGF-Expression und Tumor-Vaskularisation korreliert mit der
COX-2 Menge (Gallo et al., 2001). Ebenso nimmt die Invasivitit eines Tumors mit
steigender COX-2 Expression und damit steigender Prostaglandinmenge zu (Tsujii et
al., 1997). Abschliefend gilt ein chronischer Entziindungsreiz, welcher eine gesteigerte
Prostaglandin-Produktion beinhaltet, u.a. auch als Risikofaktor fiir die Genese von

Karzinomen (Weitzman und Gordon, 1990). Diese Untersuchungen begriinden die in

14



Finleitung

der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuchsreihen im Hinblick auf eine anti-

karzinogene Wirkung der COX-2-Inhibitoren.

1.3.3 Die Produkte der Cyclooxygenase und ihre Funktion

Die Funktionen der Prostaglandine sind vielseitig. Prostaglandin E, und Prostaglandin I,
sind maBgeblich beteiligt an Entziindung und kénnen durch die Sensibilisierung von
Nozizeptoren zu Schmerzen fiihren (Stock et al., 2001). PGE; kann nach Freisetzung im
Hypothalmus Fieber induzieren (Cao et al., 1998). Weiterhin zeigen Prostaglandine im
Gastrointestinaltrakt zytoprotektive Wirkungen. PGE; und PGI, reduzieren die
Sekretion von Magensdure (Simmons et al., 2004), wirken vasodilatatorisch auf die
Magenschleimhautgefd3e und fordern die Sezernierung des viskosen Mukus (Johansson
und Kollberg, 1979). Im kardiovaskuldren System fiihrt PGI, nur zu einer
GefaBdilatation im Gegensatz zu PGE, und PGF,,, welche sowohl eine
Vasokonstriktion als auch eine Vasodilatation induzieren konnen (Simmons et al.,
2004). Einen potenten Vasokonstriktor stellt auch das Thromboxan dar, das v.a. in
Thrombozyten gebildet wird. Auch in der Angiogenese ist PGE, indirekt durch die
Induktion des vascular epidermal growth factor (VEGF) beteiligt. Zu den durch
Prostaglandinen beeinflussten Organsystemen bzw. Funktionen gehéren weiterhin noch
die Atemwege, die in Gegenwart von PGF,,, TXA; und PGD, kontrahieren, wéihrend
sie in Gegenwart von PGE, und PGI; dilatieren sowie die reproduktiven Prozesse, wie

z.B. die Ovulation (Simmons et al., 2004).

In vielen maligne transformierten Geweben, Kopf-Hals-Karzinome eingeschlossen,
kann eine erhdhte Prostaglandin-Produktion beobachtet werden (Bennett et al., 1980;
Rigas et al., 1993). Diese erhohte Prostaglandin-Produktion scheint im Zusammenhang
mit einer erhohten COX-2-Expression zu stehen, da diese, u.a. als Antwort auf
Wachstumssignale, in der Pathogenese von Entziindungen und maligner Transformation

mit einer gesteigerten Prostaglandin-Produktion reagiert (Dixon, 2003).
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1.3.4 Mechanismen der Cyclooxygenase-Inhibition

Die Inhibition der Cyclooxygenase wird durch den Einsatz nicht-steroidaler
Antirheumatika (NSAR) erreicht, welche in ,,nicht selektive* und ,,COX-2-selektive*
NSAR unterteilt werden. Dabei bilden die Inhibitoren (NSAR) einen Komplex mit dem
Enzym (COX) indem sie an der Cyclooxygenase-aktiven Seite des Enzyms binden.
Diese Bindung verhindert die Reaktion mit dem eigentliche Substrat, der

Arachidonsdure (Munroe und Lau, 1995; DeWitt, 1999) (siche Abb. 2).

E (Enzym) +I (Inhibitor) «— (E+I) —» (E+D*
Abbildung 2. Schema zur Cyclooxygenase-Inhibition

Die meisten ,,nicht-selektiven NSAR® inhibieren die COX iiber zwei Schritte. In einem
ersten Schritt wird ein reversibler Enzym-Inhibitor-Komplex (E+I) gebildet, welcher die
Enzyme (COX-1 und COX-2) zundchst nur kompetitiv hemmt, d.h. der Inhibitor hat
zwar eine hohere Affinidt zu den Enzymen als das eigentliche Substrat, er bewirkt
jedoch keine Konformationsidnderungen in den Enzymen und kann durch eine Zunahme
des Substrates wieder aufgehoben werden (Kurumbail et al., 2001). Das NSAR
Ibuprofen ist ein Beispiel fiir einen kompetitiven Inhibitor. In einem zweiten Schritt,
welcher Sekunden bis Minuten dauert, wird ein Komplex gebildet, in dem der Inhibitor
sehr dicht an das Enzym bindet (E+I)*. Dieses ist der zeitabhingige Schritt in der
Cyclooxygenase-Inhibition. Zu den ,zeitabhéngigen* Inhibitoren gehort u.a.

Indomethacin (Marnett und Kalgutkar, 1999).

Die Enzym-Aktivitdt der COX-2-spezifischen Inhibitoren verlduft anfangs dhnlich wie
bei den nicht-selektiven NSAR. Zundchst bildet der Inhibitor eine reversible,
kompetitive Bindung sowohl mit COX-1 als auch mit COX-2 (Walker et al., 2001). Die
eigentliche Selektivitit der COX-2 Inhibitoren wird jedoch erreicht durch einen
nachfolgenden zeitabhingigen Schritt, bei dem im Verlauf von einigen Minuten ein
dichter Komplex ausschlieBlich mit der COX-2 in einer nonkompetitiven Bindung
gebildet wird. Die COX-2 Hemmer bewirken dabei keine kovalente Modifikation des

Enzyms, d.h. es entsteht eine reversible Bindung (Isakson, 2003).
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1.3.5 COX-2 spezifische Inhibitoren: Celebrex® und Vioxx®

Die oralen COX-2 Inhibitoren Celebrex® (Wirkstoff Celecoxib) und Vioxx™ (Wirkstoff
Rofecoxib) sind lipophile, neutrale Molekiile, mit einer begrenzten Wasserloslichkeit
(Isakson, 2003). Die Medikamente zeigen eine gute Absorptionsgeschwindigkeit im
Gastrointestinaltrakt. Beide haben im Plasmaspiegel, im Anschluss an eine Einzeldosis,
nach zwei bis maximal vier Stunden ein Maximum erreicht (Davies et al., 2000; Scott
und Lamb, 1999). Der Metabolismus von Celecoxib verlduft iiber die hepatische
Transformation in Hydroxyl- und Carboxylsduren und Glucuronid-Derivate. Die
oxidative Metabolisierung lduft iiber das Cytochrom P4so 2C9 Isoenzym. Rofecoxib
wird zunichst von einer cytosolischen Reduktase, hauptsichlich in der Leber,
metabolisiert. Im weiteren Verlauf erfahren diese Metabolite eine hepatische
Biotransformation zu Carboxylsduren und Glucuronid-Derivaten (Isakson, 2003).
Celecoxib wurde 1999 in den USA erstmals zur Behandlung von Schmerzen und
Entziindungen, welche mit rheumathoider Athritis und mit Osteoarthritis in
Zusammenhang standen, und jiingst auch zur Therapie der Dysmenorrhoe, zugelassen.
Rofecoxib wurde ebenso fiir die symptomatische Therapie der Osteoarthritis, fiir die
Behandlung akuter Schmerzen, der Dysmenorrhoe und zuletzt auch der rheumathoiden

Arthritis zugelassen (Isakson, 2003).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Zur Darstellung der Auswirkung von COX-2-Inhibitoren auf die Karzinogenese im
Kopf-Hals-Bereich wurden die nachfolgenden Fragestellungen jeweils mittels Comet

Assay untersucht:

e Ausschluss genotoxischer Effekte der Priiparate Celebrex” und Vioxx"™ auf
Miniorgankulturen humaner Frischbiopsate von Nasenschleimhaut, sowohl nach
einmaliger wie mehrfacher Inkubation.

e Bestimmung der fiir die DNA-Protektion wirksamsten Konzentration des
Priparates Celebrex”.

e Messung antioxidativer Effekte von COX-2-Inhibitoren.

e Vergleich antioxidativer Effekte von COX-2-Inhibitoren nach einmaliger und

mehrfacher Vorinkubation.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Gewebeproben

Das Patientenkollektiv umfasste im Ansatz A 10 Patienten im Alter von 31-75 Jahren,
deren durchschnittliches Alter 41,3 Jahre betrug. Hierbei waren drei Patienten weiblich
und sieben Patienten ménnlich. Der Ansatz B beinhaltete 20 Patienten im Alter von 18—
60 Jahren, deren durchschnittliches Alter 38,8 Jahre betrug. In diesem Kollektiv waren
sieben Patienten weiblich, 13 Patienten méannlich.

Die Patienten litten an einer Nasenatmungsbehinderung im Rahmen einer
Nasenmuschelhyperplasie und unterzogen sich aus diesem Grund in der Klinik und
Poliklinik fiir Hals-Nasen- und Ohrenheilkunde der Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen einer Teilresektion der Concha nasalis inferior (Conchotomie). Die dabei
anfallenden makroskopisch gesunden Operationsresektate dienten als Gewebeproben.
Nach Entnahme wurden die Frischbiopsate in steriler physiologischer Kochsalzlosung
aufbewahrt und mit einer Verzdgerung von maximal fiinf Stunden in das Labor
transportiert. Dort kam es dann zur sofortigen Verarbeitung und Versuchsbeginn.

Das Einverstindnis der Patienten zur wissenschaftlichen Verwendung der
Gewebeproben wurde praoperativ nach einem drztlichen Aufklarungsgesprach eingeholt

und die Untersuchungen wurden gemif Ethikkommissionsantrag 221/04 genehmigt.

2.2 Methoden

2.2.1 Miniorgankulturen

Steinsvag et al. berichteten erstmalig {iber Miniorgankulturen des respiratorischen
Epithels. Hierbei wurden Fragmente von adenoidem Gewebe in nichtadhésive,
stationdre Organkulturen iiberfiihrt. Im Verlauf der Kultivierung, welche insgesamt 40
Tage dauerte, konnte die Ausbildung eines rekonstruierten, mehrreihigen Epithels mit
Zilientétigkeit beobachtet werden (Steinsvag et al., 1991). Eine modifizierte Methode
zur Kultivierung dreidimensionaler Organkulturen an Nasenschleimhaut wurde von

Kleinsasser et al. entwickelt, in welchen es ermoglicht wurde, mehrfache in-vitro-
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Inkubationen mit Xenobiotika durchzufithren (Kleinsasser et al., 2001). In diesen
dreidimensionalen Organkulturen zeigt sich innerhalb sechs bis sieben Kulturtagen ein
vollstindiges respiratorisches Epithel, welches aus zwei bis drei Zellreihen besteht.
Weiterhin bestehen neben einer Basalmembran sezernierende Becherzellen und auch
zielientragende Epithelzellen. Miniorgankulturen stellen ein in-vitro-Modell der
Kultivierung respiratorischen Epithels dar, in welchen es Zellen ermdglicht wird, in
einem vitalen Zellverband zu leben. Im Gegensatz zur Kultivierung von Einzelzellen
finden hier verschiedenste Zell-Zell-Interaktionen weiterhin statt und es kann dadurch
eine in-vivo Situation nachgeahmt werden. Des weiteren ermoglichen
Miniorgankulturen in einem in-vitro-Modell eine Inkubation, wenn erwiinscht auch
repetitiv, mit genotoxischen und potentiell genoprotektiven Substanzen mit humanen

Zellen in ihrem epithelialen Verband (Wallner et al., 2005).

2.2.2 Priparation der Nasenmuschelschleimhaut

Die Nasenmuschelschleimhaut wurde mit dem Skalpell unter sterilen Arbeits-
bedingungen (Sterilbank) auf einer Petrischale vorsichtig von unbrauchbarem,
anhidngendem Knochen- und Bindegewebe abprépariert. Im Anschluss wurden kleine
ca. Imm’ Stiicke geschnitten, die nach dreimaligem Reinigen mit Phosphate Buffered
Saline (PBS) auf 24-Well-Platten aufgebracht wurden. Pro Well ging ein Mukosastiick
mit 250ul Bronchial Epithelial Growth Medium (BEGM, Néhrmedium) in Kultur. Die
Platten waren zuvor mit sterilem 1,5% Agar Noble beschichtet worden. Der Agar wurde
in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) gegeben, welcher mit fotalem Kélber
Serum (FCS), nicht essentiellen Aminosduren, Fungizone, Penicillin und Streptomycin

versetzt war.

com
=

Abbildung 3. 24-Well-Platte mit Miniorgankulturen
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2.2.3 Kultivierung der Miniorgankulturen

Die Mukosastiicke wurden im Brutschrank bei 37°C, 5%CO, und 100%
Luftfeuchtigkeit zu Miniorganen kultiviert, welche sich durch ein rekonstruiertes
mehrreihiges Epithel mit Zilientétigkeit auszeichneten.

Nach 48 Stunden erfolgte ein Wechsel des Ndhrmediums. Am siebten Tag, der auch den
Abschluss des Kultivierungsprozesses darstellte, wurden die Miniorgane auf frische 24-
Well-Platten umgesetzt.

Zur Kontrolle der Vitalitdt und zum Ausschluss etwaiger bakterieller oder fungoider
Infektionen wurden die Platten wéhrend des gesamten Kultivierungsprozesses unter

einem inversen Mikroskop inspiziert.

Abbildung 4. Miniorgankultur nach einwochiger Kultivierungsphase, inverses Mikroskop x50;
Bildausschnitt: zilientragendes Epithel x400

2.2.4 Dimethylsulfoxid (DMSO) als Losungsmittel fiir die zu untersuchenden

Substanzen

Als Losungsmittel fiir die Cyclooxygenase-2-Hemmer wurde Dimethylsulfoxid
(DMSO) gewihlt. Zahlreiche Studien, wie auch die von Tunez et al. beschiftigten sich
mit einer antioxidativen Wirkung von DMSO (Tunez et al., 2005).

In Vorversuchen, welche der eigentlichen Versuchsanordnung vorgeschaltet wurden,
wurde ein antioxidativer Effekt von DMSO auf die DNA von Miniorgankulturen
nasaler Schleimhaut untersucht. Dabei wurden die Miniorgankulturen sowohl einfach

wie auch flinffach mit DMSO vorinkubiert und im Anschluss jeweils mit H,O, versetzt.
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Nach Vergleich mit ausschlieBlich mit H,O, inkubierten Miniorgankulturen konnte
statistisch signifikant gezeigt werden, dass sowohl eine einfache, wie auch mehrfache
Inkubation mit DMSO in unserer Versuchsanordnung keinen Einfluss auf die DNA hat.
Eine anioxidative Wirkung von DMSO auf die DNA von Miniorgankulturen nasaler

Schleimhaut ist somit nicht nachweisbar.

2.2.5 Ansatz A: Medikamenteninkubation mit Celebrex® in der Konzentration
0,1pg/ml und 1pg/ml und Induktion eines oxidativen Schadens mittels

Hydrogenperoxid (H,O)

Nach Abschluss der Kultivierung (Tag 7) begann die Inkubation mit den zu
untersuchenden Substanzen. Da es nicht gelang die Reinstoffe, Celecoxib und
Rofecoxib zu erhalten, wurden die Versuche mit den Priparaten Celebrex” und Vioxx®

durchgefiihrt.

25ul des Medikaments Celebrex”®, Wirkstoff Celecoxib 100mg/Kaps., wurden nach
Auflosen in Dimethylsulfoxid (DMSO) auf die 24-Well-Platten gegeben. Getestet
wurde Celebrex® in zwei Konzentrationen, 0,Ipg/ml und lpg/ml. Nach einer
Inkubationszeit von 30 Minuten im Brutschrank wurde die Substanz durch zweimaliges

Reinigen mit BEGM wieder entfernt.

Ein Teil der Miniorgankulturen wurde, zum Ausschluss genotoxischer Effekte durch
Celebrex® selbst, ausschlieBlich mit dem Medikament in beiden Konzentrationen
inkubiert. Der andere Teil der Miniorgankulturen wurde, neben der Medikamenten-
behandlung, am Tag 11 zusdtzlich einer oxidativen DNA-Schadigung mittels H,O,
unterworfen. Dabei wurden 25ul von H,O, (gelost in Aqua bidest.) zu den
entsprechenden Miniorgankulturen pipettiert und 15 Minuten im Brutschrank (37°C,
5% CO,) inkubiert. Die Endkonzentration von H,O, lag bei 1 mM. Im Anschluss

wurden auch sie zweimal mit BEGM gereinigt.

Um Negativkontrollen zu erhalten wurde ein Teil der Miniorgankulturen ausschlieBlich

mit DMSO versetzt.
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Weiterhin wurden einige Miniorgankulturen am Tag 11 ausschlieBlich mit H,O;

behandelt und dienten somit der Ermittlung einer Ausgangsschidigung. (Ubersicht in

Abb.5)
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Kultivierung Tag 1-7
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Abbildung 5. Schema fiir die Medikamenteninkubation mit Celebrex” in den Konzentrationen
0,1pg/ml und 1pg/ml.
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2.2.6 Ansatz B: Medikamenteninkubation mit Celebrex® in der Konzentration
0,1pg/ml und mit Vioxx® in der Konzentration 0,0125ug/ml und Induktion

eines oxidativen Schadens mittels Hydrogenperoxid (H,O)

Die Medikamenteninkubation begann fiir Ansatz B ebenso an Tag 7. Dabei wurden
erneut 25l Celebrex® und nun auch 25ul Vioxx®, Wirkstoff Rofecoxib 12,5 mg/Tabl.,
nach Auflosen in DMSO, auf die 24-Well-Platten gegeben. Die Endkonzentration fiir
Celebrex® war 0,1pg/ml pro Well und bei Vioxx® 0,0125ug/ml pro Well. Nach 30
Minuten Inkubation im Brutschrank, wurden die Substanzen durch zweimaliges

Reinigen mit BEGM wieder entfernt.

Auch hier wurde die erste Hilfte der Miniorgankulturen, zum Ausschluss einer
Genotoxizitdt durch die Medikamente selbst, ausschlielich mit den Medikamenten
inkubiert. Wobei die Kulturen in einer ersten Versuchsanordnung, am Tag 7-11 und in
einer zweiten Versuchsanordnung ausschlieBlich an Tag 11 mit den Medikamenten

versetzt wurden.

Die zweite Hélfte der Miniorgankulturen wurde, wie im Ansatz A, neben der
Medikamentenbehandlung, am Tag 11 zusitzlich einer oxidativen DNA-Schidigung
mittels H,O, zugefiihrt. Dabei wurden 25ul H,O, (geldst in Aqua bidest) zu den
entsprechenden Miniorgankulturen gegeben und 15 Minuten im Brutschrank (37°C, 5%
CO,) inkubiert. Die Endkonzentration von H,O, lag bei ImM. Im Anschluss wurden

sie zweimal mit BEGM gereinigt.

Als Negativkontrollen erhielten einige Miniorgankulturen ausschlieBlich DMSO und fiir
die Ermittlung einer Ausgangsschidigung erhielten einige Miniorgankulturen am Tag

11 ausschliefSlich H,O». (Ubersicht in Abb.6)
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Kultivierung Tag 1-7
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Abbildung 6. Schema fiir die Medikamenteninkubation mit Celebrex”™ und Vioxx®.
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2.2.7 Einzelzellisolierung

Fiir den Gewinn von Einzelzellen an Tag 11 der Kultivierung, nach Medikamenten-
inkubation und ggf. oxidativer Schddigung, wurde ein Enzymgemisch, bestehend aus
50mg/ml Protease, 10mg/ml Collagenase und 10mg/ml Hyaluronidase, gelost in 10ml
BEGM, verwendet.

Das Enzymgemisch wurde sterilfiltriert und 600ul in ein Eppendorf® -Gefil} vorgelegt.
Nach Einbringen von zwei Miniorganen pro Gefal3, wurden diese 45 Minuten bei 37°C
im Schiittelwasserbad inkubiert.

Um zusétzliche DNA—Schédden durch einfallendes UV-Licht zu verhindern, wurde nach
der Inkubationsphase unter Rotlicht gearbeitet.

Durch Riitteln der Eppendorf®-GefiBe mittels Minischiittler trennten sich Einzelzellen
von bindegewebigen Bestandteilen und konnten dann mit einer sterilen Kaniile aus dem
Gefal3 entfernt werden. Zur Neutralisation der Enzyme wurden 600ul fotales Kélber-
serum (FCS) in die Zellsuspension eingebracht. Im Anschluss wurden die Eppendorf®-
Gefdfle bei 800U/min (Rotorradius 21,1 cm) und 4°C fiir 5 Minuten zentrifugiert,
1000ul des Uberstandes abpipettiert und 1000ul 4°C kaltes Phosphate Buffered Saline
(PBS) zugegeben, der GefdBlinhalt wurde durchmischt und erneut zentrifugiert. Dieser
Reinigungsvorgang wiederholte sich einmal. Im Anschluss wurde der Uberstand erneut
abpipettiert und die Zellpellets der Mikrogelelektrophorese oder dem Vitalitétstest
zugefiihrt.

2.2.8 Vitalititsbestimmung

Zur Kontrolle der Vitalitit wurde der Trypan-Ausschlusstest eingesetzt. Dabei kam
jeweils ein Zellpellet der entsprechenden Versuchsreihen zum Einsatz. Die
Trypanblaulosung wurde zu gleichen Teilen mit der Zellsuspension vermischt. Ein
Tropfen davon wurde in eine Neubauer-Zihlkammer eingebracht und unter dem
Mikroskop (400fache Vergroferung) beurteilt. Vitale Zellen, deren Zellmembran noch
intakt ist, werden bei dieser Methode nicht angefdrbt, avitale Zellen hingegen
erscheinen blau. Nach Ermittlung der Gesamtzahl und der Zahl der avitalen Zellen,

wurde der prozentuale Anteil der vitalen Zellen errechnet.
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2.3 Mikrogelelektrophorese (Comet Assay)

Die alkalische Version der Mikrogelelektrophorese (Comet Assay) wurde erstmals von
Oestling und Johanson als Einzelzell Mikrogelelelektrophorese entwickelt (Oestling
und Johanson, 1984). Dieses Verfahren, von Singh et al. und Harréus et al. modifiziert,
ermOglicht den Nachweis genotoxischer Effekte auf die DNA. Hierbei kdnnen
beispielsweise Einzelstrangbriiche, alkalilabile Stellen, DNA Crosslinks und
inkomplette Exzisionsreparaturstellen nachgewiesen werden (Singh et al., 1988;
Harreus et al., 1999). Nach einer induzierten DNA Schidigung mittels verschiedenster
genotoxischer Substanzen entsteht eine DNA-Fragmentierung, die sich nach
Durchfiihrung der Elektrophorese in einem kometendhnlichen Bild mit intakter DNA im

,»Kopf“ und geschidigter DNA im ,,Schweif* des Kometen prisentiert. (siche Abb.7)

2.3.1 Priparation der Objekttriger

Um eine bessere Haftung der Zellen auf den speziell angefertigten, an den Léngsseiten
mattierten Objekttragern zu erreichen, erfolgte eine Beschichtung mit 85ul 0,5%
Normal Melting Agarose. Zur Aushdrtung wurden die Objekttrager mindestens 48
Stunden vor Verwendung gelagert.

Jedes Zellpellet wurde in 75ul 0,7% Low Melting Agarose resuspendiert und auf die
vorpriparierten Objektriger aufgetragen. Mit einem Deckglas versehen, kamen sie zur
Aushirtung auf eine gekiihlte Metallplatte. Nach ca. 10 Minuten wurde das Deckglas
abgenommen und mit weiteren 85ul 0,7% Low Melting Agarose beschichtet. Im

Anschluss an eine erneute Aushértungsphase wurde das Deckglas abgezogen.

2.3.2 Lyse von Zell- und Kernmembranen

Um die DNA freilegen zu konnen mussten zunichst die Zell- und Kernmembranen
aufgelost werden. Dies geschah mittels eines Lysepuffers. Die Objektrager wurden
vertikal in eine Farbekammer gestellt, welche im Anschluss mit 100ml Lysepuffer
aufgefiillt wurde. Nach einer Verweildauer von einer Stunde bei 4°C wurde die

Elektrophorese durchgefiihrt.
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2.3.3 Elektrophorese

Die Objekttrager wurden horizontal, nahe der Anode, in einer gekiihlten
Elektrophoresekammer positioniert. Anschlieend wurde die Kammer mit 4°C kaltem
Elektrophoresepuffer gefiillt und die Objektrager damit vollstindig bedeckt.

Wiéhrend der 20 miniitigen Inkubation im alkalischen Milieu, kam es zur Denaturierung
und Entspiralisierung der DNA. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurde die
Elektrophorese  gestartet (25V, 300mA, 20 Minuten). AnschlieBend wurden die
Objekttrager aus der Kammer genommen und auf einer Firbebriicke dreimal mit
400mM Trisma-Base neutralisiert. Zur Anfarbung der DNA wurde auf alle Objekttriager
75ul des Protein-bindenden Fluoreszenzfarbstoffs Ethidiumbromid gegeben. Bis zur
Auswertung der Objekttrager, erfolgte die Aufbewahrung in angefeuchteten
Objekttragerkasten im Kiihlschrank.

2.3.4 Digitale Analyse der DNA-Migration

Um das Ausmal der DNA-Schéddigung auf den jeweiligen Objekttrigern zu ermitteln,
wurde ein DMLB Fluoreszenzmikroskops mit CCD-Kamera und digitaler
Bildverarbeitung (Komet 3.1) eingesetzt (siche Abb.7). Dabei wurden jeweils 40 Zellen
pro Objekttrager, also insgesamt 80 Zellen pro Ansatz, ausgewertet. DNA-Fragmente,
welche durch Einzelstrangbriiche entstehen, zeigen im elektrischen Feld ein
unterschiedliches Migrationsverhalten. Dabei wandern Fragmente umso schneller und
somit weiter, je stirker die DNA geschidigt wurde. Im Mikroskop wird ein
kometendhnliches Bild sichtbar, wobei sich die weitgehend intakte DNA im ,,Kopf" und
die zerstorte DNA im ,,Schweif*“ des Kometen abbildet. Um das Maf} der Schidigung
quantifizieren zu kdnnen, wurde der Olive Tailmoment verwendet, welcher das Produkt
aus der mittleren DNA-Wanderungsstrecke und dem Anteil der DNA im
Kometenschweif in Relation zur Gesamt-DNA einer Zellen angibt (Olive und Banath,

1993).
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Abbildung 7. Geschiadigte Zelle in der Auswertung mit Komet 3.1
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2.4 Methodenspezifisches Material

2.4.1 Miniorgankulturen

Miniorgankulturen

Anleitung

Bronchial Epithelial Growth Medium
(BEGM)

500ml Bronchial Epithelial Basalmedium
(BEBM)

Supplement Pack:

BPE-26, hEGF-5, Insulin-2.5,

HC-250, Epinephrin-250, T3-3.35,
Transferrin-5, RA-50

Suppl. Pack unter sterilen Verhéltnissen
zugeben, gut mischen und bei 4°C lagern

Agar 1,5%

0,459 Agarpulver (Agar Noble)
30ml Agqua bidest.

Agarpulver und Aqua bidest.
vermischen und in Mikrowelle
erhitzen und sterilisieren

DMEM-Medium

500ml Aqua bidest.
9,999 DMEM Pulver
1,96g HEPES Pulver

DMEM und HEPES in Aqua bidest. losen,
pH-Wert auf 7,2 einstellen, sterilfiltrieren
und in 250ml Portionen abflllen

DMEM-Agarplatten

30ml Agar Noble

30mI DMEM

6ml FCS

75l nicht essentielle Aminosauren
240pl Amphotericin B

120ul Penicillin-Streptomycin-Lésung

DMEM, FCS, nicht essentielle
Aminosauren, Amphotericin B

und Penicillin-Streptomycin in

sterilem GefalR vermischen. Agar Noble
erhitzen, mit supplementiertem Medium
versetzen und 24-Well-Platte mit

mit Multipipette mit 250ul beschichten

Enzymldsung zur Zellisolierung

50mg Protease
10mg Hyaluronidase
10mg Kollagenase P

In 10ml BEGM l6sen, sterilfiltrieren
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Medikamente Inhaltsstoffe:

Celebrex® 100mg Celecoxib, Lactose-Monohydrat,
Natriumdodecylsulfat, Povidon K30,
Croscarmellose-Natrium,

Magnesium, E171, E132

Vioxx® 12,5mg Rofecoxib, Lactose-Monohydrat,
mikrokristalline Cellulose, Hyprolose,
Croscarmellose-Natrium, Magnesium
(stearat, -palmitat, -oleat), E172

Enzyme, Zellkulturmedien, Chemikalien Firma

Aminosauren, nicht essentiell Gibco Lifetechnologies, Eggenstein
DMEM-Medium Gibco Lifetechnologies, Eggenstein
Foétales Kalber Serum Gibco Lifetechnologies, Eggenstein
Amphotericin B Gibco Lifetechnologies, Eggenstein
HEPES Gibco Lifetechnologies, Eggenstein

(N-2-Hydroxaethylpiperazin-
N"2-ethansulfonsaure)

Bronchial Epithelial Basal Medium (BEBM) Promocell, Heidelberg

Supplement Pack fiir BEBM Promocell, Heidelberg
Penicillin-Streptomycin-Lésung Sigma, Steinheim

Phosphate Buffered Saline (PBS) Gibco Lifetechnologies, Eggenstein
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt

Aqua bidest. Apotheke, LMU

Agar Noble DIFCO, Detroit, USA
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2.4.2 Mikrogelelektrophorese

Mikrogelelektrophorese

Anleitung

Agarose

0,5% Low-Melting-Agarose
0,7% Normal-Melting- Agarose
PBS

In PBS |6sen, erhitzen und im Wasserbad
bei 37°C aufbewahren

Lysestammldsung

146,4 NaCl (2,5M)

1,2g Trishydroxymethylaminimethan (10mM)

37,2g Na2EDTA (100mM)
10g N-Lauroylsarcosinnatriumsalz (1%)
Aqua bidest.

NacCl, Trishydroxymethylaminomethan in
500ml Agua bidest. I6sen,

Na2EDTA in 160ml Aqua bidest.

mit Zugabe von NaOH-Platzchen

I6sen, N-Lauroylsarcosinnatriumsalz

in 160ml Aqua bidest. I6sen,

alles vermischen und mit Aqua bidest.
auf 1l auffillen, pH-Wert auf 10 einstellen

Lysepuffer
1ml Triton X-100 Triton X-100 und DMSO in 100ml
10ml DMSO Messzylinder geben,

89ml Lysestammldsung

mit Lysestammldsung auf 100ml
auffillen

Elektrophoresepuffer

249 NaOH-Platzchen (300mM)
0,744g Na2EDTA (1mM)
Aqua bidest.

NaOH-Platzchen und Na2EDTA in 2|
Aqua bidest. |6sen, bei 4°C lagern

Neutralisationspuffer (400 mM)

48,59 Trishydroxymethylaminomethan
Aqua bidest.

Trishydroxymethylaminomethan in
1l Aqua bidest. I6sen, pH-Wert
auf 7,5 einstellen, Aufbewahrung
bei Raumtemperatur

Ethidiumbromid-Farbel6sung

0,2mg/ml Ethidiumbromid-Stammldsung
Aqua bidest.

1:10 Verdinnung mit Aqua bidest.,
sterilfiltrieren und lichtgeschiitzt
bei 4°C aufbewahren

33



Material und Methoden

Enzyme, Zellkulturmedien,
Chemikalien

Firma

Bronchial Epihelial Basal Medium
Supplement Pack fiir BEBM

Fotales Kalber Serum (FCS)
Hyaluronidase aus Schafshoden
Kollagenase P aus Clostridium histolyticum
Protease aus Streptomyces griseus
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigséaure-di-Natriumsalz
Low Melting-Agarose, Sea-Plaque GTG
Natriumhydroxid Platzchen (NaOH)
N-Lauroylsarcosin Natrium Salz

Normal Melting-Agarose, Seakem LE
Wasserstoffperoxid 30%

Trypanblau 0,4%

Triton X-100

Natriumchlorid (NacCl)

Aqua bidest.

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Trishydroxymethylaminomethan

Promocell, Heidelberg

Promocell, Heidelberg

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Serva, Heidelberg

FMC-Bio Products, Rockland, USA
Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

FMC-Bio Products, Rockland, USA
Merck, Darmstadt

Gibco Lifetechnologies, Eggenstein
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Apotheke, LMU

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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2.4.3 Geriite und Zubehor, Verbrauchsmaterial

Gerate und Zubehor

Firma

Analysenwaage Voyager (0,1mg-62mg)
Auswertung/Datenspeicherung:
Programm Komet 3.1
Datenspeicherung
Elektrophoresenetzgerat E865
Gefrierschrank (-80)

Horizontale Elektrophoresekammer
(237x180mm)

Kihlschrank (+ 4°C) und Gefrierschrank
Magnetriihrer Combimag RCT
Mikroskope:

Standardmikroskop

Inversmikroskop DMIRB
Fluoreszenzmikroskop DMLB
Filtersystem N2.1, BP 516-560
Filtersystem I3, BP 450-490
Objektive 100x/1,25 Ol; 40x/0,5;
10x0,22; 4%/0,1

Mikrowelle MWS 2819

Minishaker MS1

pH-Meter 766 Calimatic
Schiittelwasserbad 1083
Spiegelreflexkamera

Sterilbank Herasafe

Waage 1419 (1mg-600g)
Zellzahlkammer nach Neubauer
Zentrifuge Varifuge 3.0RS und 3.0R

Ohaus, GielRen

Kinetic Imaging, Liverpool
Microsoft Excel

Renner, Dannstadt

New Brunswick Sientific, NUrtingen
Renner, Dannstadt

Bosch, Stuttgart
IKA, Staufen

Zeiss, Oberkochen

Leica, Heerbrugg, Schweiz
Leica, Heerbrugg, Schweiz
Leica, Heerbrugg, Schweiz
Leica, Heerbrugg, Schweiz
Leica, Heerbrugg, Schweiz

Bauknecht, Schorndorf
IKA-WORKS, Wilmington, USA
Knick, Berlin

GFL, Burgwedel

Minolta, Osaka, Japan
Heraeus, Hanau

Sartorius, Giel3en

Merck, Darmstadt

Heraeus, Hanau
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Verbrauchsmaterialien

Firma

24-Well-Platte

Combitips

Objekttrager 24x70 mm,

je 5mm seitlich mattiert
Objekttragerkasten

Deckglaser fir Objekttrager (76x26 mm)
Einmalspritzen (5ml, 10ml)
Einwedfiltereinheiten steril, Millex-GV,
Millex-GS

Farbfilme 1SO 100

Pipette aus Polystyrol (2, 5, 10, 25ml), steril
Pipettenspitzen (200, 1000l), steril
Reaktionsgefafr? 1,5ml

Rohrchen mit Schraubverschluss (13ml)
Réhrchen mit Schraubverschluss (50ml)
Stericup (150ml), steril

Skalpell

Petrischalen

Pinzetten

Schreibdiamant

Falcon, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Langenbrinck, Emmedingen

GLW, Wirzburg
Langenbrinck, Emmendingen
Becton Dickinson, Heidelberg
Millipore, Eschborn

Adfa, Leverkusen
Greiner, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, NUmbrecht
Greiner, Frickenhausen
Millipore, Eschborn
Pfm., K&In

VWR, Deutschland
Angiokard, Deutschland
Renner, Dannstadt
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3 Ergebnisse

3.1 Statistische Analyse

Fiir die graphische Darstellung der Ergebnisse mit dem Datenanalyseprogramm SPSS™
13.1 wurden Boxplots verwendet. Als Box bezeichnet man das Rechteck, welches aus
dem oberen und unteren Quartil gebildet wird. Die Lange des Boxplots zeigt den
Interquartilsabstand, welcher ein Streuungsmal} darstellt und durch die Differenz des
oberen und unteren Quartils bestimmt wird. Die horizontale Linie in der Mitte des
Boxplots stellt den Median dar. Die obere Begrenzungslinie des Boxplots ist definiert
als die 75. Perzentile und die untere als die 25. Perzentile. Die Boxplots beinhalten zwei
weitere Linien, den sog. oberen und den unteren Whisker, Ausreiller, die mehr als
eineinhalb Boxplotlingen auBlerhalb liegen, werden mit einem Kreis, die mehr als drei
Boxplotldngen auerhalb liegen, mit einem Stern, markiert.

Fiir die statistische Analyse wurden gemittelte OTM Werte, nach Auswertung von
insgesamt 80 Zellen pro Testansatz bzw. Kontrolle, verwendet. Um die antioxidative
Wirkung der Testsubstanzen bzw. Testansédtze zu bestimmen, wurde der Wilcoxon-Test
fiir abhéingige Daten durchgefiihrt.

Das allgemeine Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgelegt.

3.2 Vitalitatstest

Um eine eventuelle Zytotoxizitdt der Substanzen zu bestimmen, wurde nach
Zellseparation fiir jeden Testansatz ein Trypanblauausschlusstest durchgefiihrt. Die

ermittelten Vitalitdten lagen stets zwischen 85 und 100%.

3.3 Induktion einer DNA-Schidigung durch Hydrogenperoxid (H,0,)

H,0; induziert genotoxische Schidden im Sinne von DNA-Strangbriichen. Diese
Fragmente zeigen im elektrischen Feld der Elektrophorese ein unterschiedliches
Migrationsverhalten. Kleinere Fragmente, Ausdruck starker Schidigung wandern dabei

schneller Richtung Anode als groBere Fragmente. Es zeigt sich das Bild eines sog.
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Kometen, mit intakter DNA im ,,Kopf* und fragmentierter DNA im ,,Schweif™. (siche
Abb. 8 und 9)
Das MaB der Schiadigung, der Olive Tail Moment (OTM) wird bei der Auswertung mit

dem Fluoreszenzmikroskop und digitaler Bildverarbeitung ermittelt, wobei man erst bei

einem OTM von mehr als 2,0 von einer relevanten DNA Schéddigung ausgeht (Olive

und Banath, 1993).

Abbildung 8. Unfragmentierte DNA einer mit Ethidiumbromid
gefiarbten Schleimhautzelle.

Abbildung 9. Mittelgradige fragmentierte DNA einer mit
Ethidiumbromid gefarbten Schleimhautzelle.
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3.4 Analyse der antioxidativen Effekte von Celebrex® und Vioxx” an

Miniorgankulturen nasaler Schleimhaut

3.4.1 Genotoxizititsmessung von Celebrex” in den Konzentrationen 0,1pg/ml

und 1pg/ml an Miniorgankulturen nasaler Schleimhaut

30—

25—

20—

10—

DNA-Schidigung (OTM)

*
= = -
0 I I I

Kontrolle CCO0.1ug CClug

Abbildung 10. Analyse der Genotoxizitit von DMSO (Kontrolle) und von Celebrex® in der
Konzentration 0,1pug/ml und 1pg/ml; n=10.

Kontrolle: DMSO

CC 0,1pg: Celebrex” (Wirkstoff Celecoxib), in der Konzentration 0,1 pg/ml
CC lug: Celebrex® (Wirkstoff Celeecoxib), in der Konzentration 1pg/ml
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Die Analyse der Kontrolle (DMSO), die zugleich auch als Losungsmittel fiir die
Medikamente diente, zeigt mit einem OTM-Mittelwert von 1,08 + 0,28 keine Induktion
von DNA-Schiden. Im Vergleich dazu zeigt Celebrex” in der Konzentration 0,1pg/ml
(OTM-Mittelwert von 1,28 + 0,35) und in der Konzentration 1pg/ml (OTM-Mittelwert
von 1,48 £ 0,43) zwar eine Signifikanz gegeniiber der Kontrolle (Abb.10, Tab.1), da
aber die OTM-Werte bei < 2,0 liegen, ist nicht von einer genotoxischen Schidigung

auszugehen (Olive und Banath, 1993).

Tabelle 1. p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich zwischen der
Celebrex® Konzentration von 0,1ug/ml und 1ug/ml und der Kontrolle (DMSO).

CC0.1pg - Kontrolle CClpg - Kontrolle

Asymptotische
Signifikanz 0,017 0,015

Das lokale Signifikanzniveau lag bei p < 0,05
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3.4.2 Genotoxizititsmessung von Hydrogenperoxid (H,0O;) an nasaler

Schleimhaut

30—

25—

20—

154

104

DNA-Schidigung (OTM)

o

=

Kontrolle

Abbildung 11. Darstellung der Genotoxizitidt von Hydrogenperoxid (H,O,) im Vergleich zur

Kontrolle (DMSO); n=20.

H,0; zeigt eine signifikant genotoxische Wirkung (OTM-Mittelwert 19,42 + 5,70) im

Vergleich zur Kontrolle (OTM-Mittelwert 1,75 + 0,70) (Abb.11, Tab.2)

Tabelle 2. p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich zwischen DMSO und H,O..

H,0, - Kontrolle

Asymptotische
Signifikanz

0,001

Das lokale Signifikanzniveau lag bei p < 0,05
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Ergebnisse

3.4.3 Antioxidativer Effekt von Celebrex® in der Konzentration 0,1 pg/ml

und 1pg/ml an Miniorgankulturen nasaler Schleimhaut

30—

25—

20—

15—

10— °

0 I I I
CC0.1ug+H202(ImM) CC1pg+H202(1mM) H202(1mM)

Abbildung 12. 1. Analyse der DNA-Schidigung bei mit Celebrex”, in der Konzentration

0,1pg/ml und 1pg/ml behandelten Miniorgankulturen, im Vergleich zu
unbehandelten Miniorgankulturen; n=10.

2. Vergleich zwischen den Konzentrationen 0,1pg/ml und 1pg/ml nach
oxidativer Schadigung; n=10.

H,O, (ImM): Schiadigung unbehandelter Zellen mit H,O,

CCO0,1ug+H,0,(1mM): Celebrex”™ (Wirkstoff Celecoxib), Konzentration 0,1pg/ml und
Schidigung mit H,O, (ImM)

CClug+H,0,(1ImM):  Celebrex® (Wirkstoff Celecoxib), Konzentration 1pg/ml und
Schéadigung mit H,O, (1mM)

Zu 1.: Die Konzentration von 0,1pg/ml (OTM-Mittelwert 6,70 + 2,71) als auch die
Konzentration von lug/ml (OTM-Mittelwert 9,49 + 1,99) zeigt eine signifikant
verminderte genotoxische Schidigung im Vergleich zu den allein mit H,O, versetzten

Miniorgankulturen (OTM-Mittelwert 17,23 + 4,10) (Abb.12, Tab.3).
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Tabelle 3. p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich zwischen den Konzentrationen
0,1pug/ml und 1pg/ml und der alleinigen Behandlung mit H,O,.

H202 - CCO0.1 ]J.g""HzOz H202 - CCl1 },lg"’HzOz

Asymptotische
Signifikanz 0,005 0,008

Das lokale Signifikanzniveau lag bei p < 0,05

Zu 2.: Beim Vergleich der Celebrex® Konzentration von 0,1pg/ml (OTM-Mittelwert
6,70 + 2,71) mit der Celebrex® Konzentration von Ipg/ml (OTM-Mittelwert 9,49 +
1,99) zeigt sich bei der Konzentration von 0,lpg/ml ein signifikant stirkerer

antioxidativer Effekt als bei der Konzentration von 1pg/ml (Abb.12, Tab.4).

Tabelle 4. p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich zwischen den Konzentrationen
0,1pg/ml und 1pg/ml.

CClpgt+H,0, - CCO.1pg+H,0,

Asymptotische
Signifikanz 0,011

Das lokale Signifikanzniveau lag bei p < 0,05
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3.4.4 Genotoxizititsmessung von Vioxx® (0,0125png/ml) nach Einmal- und

Mehrfachgabe an Miniorgankulturen nasaler Schleimhaut
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Abbildung 13. Analyse der Genotoxizitit von DMSO (Kontrolle) und von Vioxx® nach
fiinfmaliger und nach einmaliger Gabe; n=20.

Kontrolle: DMSO
RC5x:  Vioxx” (Wirkstoff Rofecoxib), fiinfmalige Gabe
RC Ix:  Vioxx" (Wirkstoff Rofecoxib), einmalige Gabe

Die Analyse der Kontrolle (DMSO), die zugleich auch als Losungsmittel fiir die
Medikamente diente, zeigt mit einem OTM-Mittelwert von 1,75 + 0,70 keine Induktion
von DNA-Schiaden. Zwar zeigt die fiinfmalige (OTM-Mittelwert 2,20 + 1,02) und die
einmalige (OTM-Mittelwert 2,16 + 0,96) Gabe von Vioxx" eine Signifikanz gegeniiber
der Kontrolle, jedoch geht man, wie unter 3.3 beschrieben, erst ab einem OTM > 2,0

von einer aussagekriftigen DNA Schidigung aus (Abb.13, Tab.5).
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Tabelle 5. p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich zwischen der fiinfmaligen

Gabe von Vioxx™ mit der Kontrolle und der einmaligen Gabe von Vioxx™ mit der
Kontrolle.

RC 5x - Kontrolle RC 1x - Kontrolle

Asymptotische
Signifikanz 0,008 0,011

Das lokale Signifikanzniveau lag bei p < 0,05

3.4.5 Genotoxizititsmessung von Celebrex® (0,1 pg/ml) nach Einmal- und

Mehrfachgabe an Miniorgankulturen nasaler Schleimhaut
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Abbildung 14. Analyse der Genotoxizitit von DMSO (Kontrolle) und von Celebrex” nach
fiinfmaliger und nach einmaliger Gabe; n=20.

Kontrolle: DMSO
CC5x:  Celebrex” (Wirkstoff Celecoxib), fiinfmalige Gabe
CC Ix:  Celebrex® (Wirkstoff Celecoxib), einmalige Gabe

Die fiinfmalige Gabe von Celebrex” wirkt sich mit einem OTM-Mittelwert von 2,28 +
1,10 und die einmalige Gabe von Celebrex® mit einem OTM-Mittelwert von 2,43 +
0,92 nicht genotoxisch auf die DNA aus. Im Vergleich die Kontrolle (OTM-Mittelwert
1,75 £ 0,70). Auch hier zeigte sich eine Signifikanz gegeniiber der Kontrolle, wobei die
OTM Werte wiederum zu gering fiir eine DNA Schédigung sind (Abb.14, Tab.6)
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Tabelle 6. p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich zwischen der fiinfmaligen
Gabe von Celebrex® mit der Kontrolle und der einmaligen Gabe von Celebrex® mit der
Kontrolle.

CC 5x - Kontrolle CC1 x - Kontrolle

Asymptotische
Signifikanz 0,044 0,002

Das lokale Signifikanzniveau lag bei p < 0,05

3.4.6 Antioxidativer Effekt von Vioxx® an Miniorgankulturen nasaler

Schleimhaut
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Abbildung 15. 1. Analyse der DNA-Schidigung bei, mit Vioxx® fiinfmalig und einmalig
behandelten Miniorgankulturen, im Vergleich zu unbehandelten
Miniorgankulturen; n=20.

2. Vergleich zwischen der fiinfmaligen und einmaligen Inkubation mit Vioxx”
nach oxidativer Schadigung; n=20

H,0,: Schadigung unbehandelter Zellen mit H,O,

RC 5x + H,O,(ImM): Vioxx”™ (Wirkstoff Rofecoxib), fiinfmalige Gabe, dann Schidigung mit
H,0,

RCI x + H,0,(1mM): Vioxx® (Wirkstoff Rofecoxib), einmalige Gabe, dann Schidigung mit
H,0,

Zu 1.: In den fiinfmalig (OTM-Mittelwert 9,76 + 3,44) und einmalig (OTM-Mittelwert
10,08 + 2,61) mit Vioxx"™ vorbehandelten Miniorgankulturen zeigt sich nach Induktion

eines oxidativen Schadens durch H,O, eine signifikant geringere Schidigung als bei
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unbehandelten Miniorgankulturen, welche nur mit H,O, inkubiert wurden (OTM-

Mittelwert 19,42 + 5,70) (Abb.15, Tab.7).

Tabelle 7. p-Werte im Wilcoxon-Test fiir die flinfmalige und einmalige Gabe von
Vioxx® mit H,0, im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit H,0,.

RC 5X+H202 - H202 RC 1X+H202 - H202

Asymptotische
Signifikanz 0,001 0,001

Das lokale Signifikanzniveau lag bei p < 0,05

Zu 2.: Die Analyse eines kumulativen Effekts ergab fiir den Vergleich zwischen der
einmaligen, mit einem OTM-Mittelwert von 10,08 + 2,61 und der fiinfmaligen Vioxx®
Inkubation, mit einem OTM-Mittelwert von 9,76 + 3,44 keinen signifikanten
Unterschied (Abb.15, Tab.8)

Tabelle 8. p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich zwischen der fiinfmaligen und
einmaligen Inkubation mit Vioxx® und Schidigung.

RC 1X+H202 - RC5X+H202

Asymptotische
Signifikanz 0,823

Das lokale Signifikanzniveau lag bei p < 0,05
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3.4.7 Antioxidativer Effekt von Celebrex® an Miniorgankulturen nasaler

Schleimhaut
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I I I
H202(1mM) CC5x+H202(1ImM)  CClx+H202(1mM)

Abbildung 16. 1. Analyse der DNA-Schidigung bei, mit Celebrex® fiinfmalig und einmalig
behandelten Miniorgankulturen, im Vergleich zu unbehandelten
Miniorgankulturen; n=20.

2. Vergleich zwischen der fiinfmaligen und einmaligen Inkubation mit
Celebrex” nach oxidativer Schidigung, n=20.

H,0,: Schéadigung unbehandelter Zellen mit H,0O,

CC 5x + H,0,(1mM): Celebrex” (Wirkstoff Celecoxib), fiinfmalige Gabe, dann Schidigung
mit Hzoz

CC 1x + H,0, ImM): Celebrex® (Wirkstoff Celecoxib), einmalige Gabe, dann Schidigung
mit H202

Zu 1.: Die fiinfmalige (OTM-Mittelwert 7,29 + 2,60) und die einmalige (OTM-
Mittelwert 9,80 + 3,20) Inkubation mit Celebrex” zeigt nach oxidativer Schidigung mit
H,0; eine signifikant verminderte DNA-Fragmentierung im Vergleich zur alleinigen

Schéadigung mit HO, (OTM-Mittelwert 19,42 + 5,70) (Abb.16, Tab.9).
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Tabelle 9. p-Werte im Wilcoxon-Test fiir die flinfmalige und einmalige Gabe von

Celebrex® mit H,0,

im Vergleich zur Schidigung ohne Vorbehandlung.

CC 5X+H202 - H202

CC 1X+H202 - H202

Asymptotische
Signifikanz

0,001

0,001

Das lokale Signifikanzniveau lag bei p < 0,05

Zu 2.: Die flinfmalige Gabe von Celebrex® (OTM-Mittelwert 7,29 + 2,60) verstirkt den

antioxidativen Effekt von Celebrex” im Vergleich zur einmaligen Gabe (OTM-

Mittelwert 9,80 + 3,20) signifikant (Abb.16, Tab.10).

Tabelle 10. p-Werte im Wilcoxon-Test fiir den Vergleich zwischen der fiinfmaligen und
einmaligen Inkubation mit Celebrex” und Schidigung.

CC 1X+H202 —CC 5X+H202

Asymptotische
Signifikanz

0,001

Das lokale Signifikanzniveau lag bei p < 0,05
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4 Diskussion

4.1 Auswahl der Patienten

Als Spender der Nasenschleimhaut wurden Patienten ausgewdhlt, die sich in der Klinik
und Poliklinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen aufgrund einer Nasenatmungsbehinderung einer Verkleinerung
der unteren Nasenmuschel (Conchotomie) unterzogen haben. Bei der Auswahl wurde
darauf geachtet, dass die Patienten an keinen chronischen oder systemischen
Krankheiten leiden.

Die konstant hohe Inidenz von Tumoren im Kopf-Hals-Bereich und die Tatsache, dass
die Schleimhdute des oberen Aerodigestivtraktes gerade die nasale Schleimhaut ein
erstes Kontaktorgan fiir Karzinogene im oberen Aerodigestivtrakt darstellen, erfordern

die Testung tumorprotektiver Substanzen an Schleimhautzellen im Kopf-Hals-Bereich.

4.2 Ausschluss genotoxischer Effekte der COX-2-Inhibitoren

Celebrex® und Vioxx®

In der vorliegenden Arbeit konnte, nach Inkubation der nasalen Schleimhaut sowohl mit
Celebrex® in den Konzentrationen 0,1pg/ml und 1pg/ml, als auch mit Vioxx”™ in der
Konzentration 0,0125ng/ml keine genotoxische Wirkung auf die DNA festgestellt

werden.

Zu einem fraglichen genotoxischen Potential der COX-2-Inhibitoren, gibt es nach
Vergleich mit der aktuellen Literatur, keine Daten. Jedoch finden sich einige Studien,
die sich mit dem toxischen bzw. zytotoxischen Potential der COX-2-Inhibitoren
befassen. Dieses Potential entsteht entweder durch die Praparate selbst oder durch die
Konsequenzen, welche die Inhibition der Cyclooxygenase mit sich bringt.

Wichtig in diesem Zusammenhang sind die negativen Effekte der COX-2-Inhibitoren
auf das kardiovaskuldre System. Durch den Vorgang der COX-2-Inhibition, wird u.a.
die Bildung des Prostaglandin I, vermindert (FitzGerald, 2003). Prostaglandin I, ist das
vorherrschende COX-2 Produkt in Endothelzellen, es verhindert die Pléttchen-
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aggregation, ist beteiligt an der GefdBdilatation und verhindert in vitro das Wachstum
glatter Muskelzellen in Gefdflen. Ein weiterer Mechanismus in der COX-2-Inhibition
erhoht ebenfalls das kardiovaskuldre Risiko. Prostaglandin I, hélt sich mit seinem
Gegenspieler Thromboxan A,, hauptsidchlich ein COX-1 Produkt, zustindig fiir die
Pléattchenaggregation, die Vasokonstriktion und fiir die GefaBproliferation, die Balance.
Wird nun die COX-2 inhibiert, so wird das vorherrschende Gleichgewicht zu Gunsten
der COX-1, also dem Thromboxan A, verschoben. Das Resultat ist eine hohere
Neigung zu thrombembolischen Ereignissen (FitzGerald, 2004) und durch die stirkere
Vasokonstriktion eine Erhohung des Blutdrucks (Bresalier et al., 2005).

Im Gastrointestinaltrakt fungieren die Prostaglandine PGE, und PGI, als wichtige
zytoprotektive Substanzen. Obwohl durch den Einsatz von COX-2-Inhibitoren die
toxischen Effekte auf den Gastrointestinaltrakt, im Vergleich zu nicht-selektiven NSAR,
verringert werden konnten (Silverstein et al., 2000; Bombardier et al., 2000), diskutiert
Tomisato et al. einen potentiellen, direkten cytotoxischen Effekt von COX-2-Inhibitoren
auf Magenschleimhautzellen, wobei der genaue Mechanismus dieser Toxizitdt noch

unbekannt ist (Tomisato et al., 2004).

Diskutiert werden u.a. auch toxische Effekte der COX-2-Inhibitoren auf die Niere, vor
allem bei Patienten mit bestehender Einschrinkung der Nierenfunktion (Gooch et al.,
2007) und toxischer Effekte der COX-2-Inhibitoren auf die Leberfunktion, die jedoch

keine folgenschweren Ausmalle einnehmen (Yan et al., 2006).

4.3 Genotoxizitit von Hydrogenperoxid (H,0,)

Zahlreiche Radikale, welche genotoxische Schdden verursachen, werden tiglich im
menschlichen Korper produziert. Zur in vitro Simulation dieses oxidativen Stresses
wurde in der vorliegenden Arbeit Hydrogenperoxid (H,O,) verwendet, welches ein
wichtiges Radikal in diesem Zusammenhang darstellt.

Es zeigte sich, wie erwartet eine signifikant genotoxische Wirkung des H,O, im

Vergleich zur Kontrolle.
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Die Genotoxizitit von H,O;, entsteht durch die Reaktion mit DNA-gebundenen
Metallionen, wobei Hydroxylradikale produziert werden (Halliwell et al., 2000). Diese
Hydoxylradikale fiihren u.a. zur Oxidation von DNA-Basen und zwar hauptsédchlich
von Guanin und Adenin, wobei die Oxidation von Adenin weniger urséchlich fiir DNA-
Liasionen sind (Jaruga et al., 2001). Die Interaktion zwischen Hydroxylradikalen und
Guanin erzeugt 8-oxo-7,8-dihydro-20-desoxyguanosin (8-Ox0-dG) und 2,6-diamino-5-
formamido-4-hydroxypyrimidin (FAPy-G) (Mao et al., 1998; Boiteux und Radicella,
2000). Formamidopyrimidine sind bekannt dafiir, dass sie die DNA-Replikation
blockieren (Basu et al., 1989), 8-Ox0-dG bewirkt eine Transversion der Basen Guanin
und Cytosin zu Thymidin und Adenin (Shibutani et al., 1991). Diese chemischen
Verianderungen der Basen kénnen dann zur Entstehung von Karzinomen beitragen.
Zahlreiche Studien verwendeten H,O, zur Induktion genotoxischer Schiaden. Sliwinski
et al. induzierten mit H,O, genotoxische Schiden in ihren Untersuchungen zur
antioxidativen Wirkung von Melatonin (Sliwinski et al., 2007). Ebenso verwendeten
Poplawski et al. H,O, in ihrer Studie zur Genese des Magenkarzinoms (Poplawski et al.,
2006).

Die bisherigen Untersuchungen {iiber die Eigenschaften von Hydrogenperoxid stiitzen
die Entscheidung Hydrogenperoxid flir diese Arbeit zu verwenden. Und auch die
Tatsache, dass die menschliche DNA téglich enormen Belastungen durch oxidativen

Stress ausgesetzt ist und die Karzinogenese damit in Gang gesetzt werden kann.

4.4 Festlegung der auf die Kopf-Hals-Karzinogenese Einfluss

nehmenden Konzentration des Priparates Celebrex®

In der vorliegenden Untersuchung wurde der antioxidative Effekt von Celebrex” in
zwei verschiedenen Konzentrationen getestet. Ein Teil der Miniorgankulturen wurde
mit 0,1pg/ml (Wirkstoff Celecoxib 0,024pmol) Celebrex” vorinkubiert, ein anderer Teil
mit 1pg/ml (Wirkstoff Celecoxib 0,24pumol) und im Anschluss durch H,O, geschidigt.
Beide Konzentrationen zeigten im Vergleich zur Ausgangsschidigung eine signifikant

verminderte genotoxische Schiadigung.

Verglichen mit der Literatur findet man zahlreiche Studien, die sich mit

dosisabhingigen Wirkungen von Celebrex” bei verschiedenen Krebserkrankungen
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befassen, wobei generell viel hohere Konzentrationen verwendet werden als in dieser
Arbeit. Chen et al. verwendeten Celecoxib in den Konzentrationen von 7,2-200pmol an
verschiedenen Zelllinien des nasopharyngealen Karzinoms.

Diese Studie zeigte, dass sich mit steigender Dosis auch eine deutliche Suppression des
Plattenepithelkarzinomwachstums, beruhend auf Blockade des Zellzyklus und
Induktion des programmierten Zelltodes erreichen liel (Chen und Long, 2004). Chan et
al., die ebenso Zelllinien des nasopharyngealen Karzinoms mit 0, 50 und 80uM Cele-
coxib behandelten, konnten eine Abnahme der Cyclin D1 Expression erst ab einer
Konzentration von 50uM feststellen (Chan et al., 2005).

In einem in vivo Mausmodell, erhielten Miuse mit Adenokarzinom der Prostata,
Celecoxib in Dosen von 200mg/kg, 400mg/kg, 600mg/kg und 1000mg/kg.

Dosen >400mg/kg zeigten signifikant eine Unterdriickung des intraepithelialen Tumor-
wachstums der Maus-Prostata (mPIN) und des Adenokarzinoms der Prostata. Die
Inhibition des Tumor-Wachstums war mit einer steigenden Rate der Apoptose assoziiert
(Narayanan et al., 2006).

Auch eine in vivo Studie von Iwama et al., die sich mit COX-2-Hemmern im
Zusammenhang mit der familidren adenomatdsen Polyposis coli beschiftigten, zeigte,
dass eine orale Gabe von 150mg und 200mg im Verlauf von 26 Wochen keine
suffiziente Reduktion der Polypen im Vergleich zur Kontrollgruppe erreichte. Es
wurden auch hier wesentlich hohere Dosen benétigt (Iwama et al., 2006).

Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit befassen sich die aktuellen Studien nicht mit
einer potentiell antioxidativen/protektiven Wirkung der COX-2-Hemmer und ermitteln
stets erst mit hoheren Konzentrationen signifikante Ergebnisse. In der vorliegenden
Studie, die sich mit der antioxidativen Wirkung befasst, konnte gezeigt werden, dass
schon eine geringe Dosis eine antioxidative Wirkung in humanen Schleimhautzellen des

oberen Aerodigestivtraktes erzielen kann.

Auffallend war dariiber hinaus, nach Vergleich der Konzentrationen untereinander, dass
die geringere Dosis (0,1ng) einen stirkeren antioxidativen Effekt zeigte, als die hohere
Dosis (1pug). Moglicherweise wird durch eine Dosisreduktion eine geringere Geno-
toxititdt von Celecoxib und somit auch ein verringertes Karzinomrisiko erzielt.
Andererseits konnte eine erhohte Konzentration evtl. auch zu einer gewissen
Ubersittigung der Zellsysteme mit mdglichen negativen Auswirkungen fiihren. Jedoch

gerade in Anbetracht der unter 4.2 beschriebenen zahlreichen unerwiinschten
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Wirkungen der COX-2-Inhibitoren, ist gerade eine Dosisreduktion besonders von
Vorteil.

Dieses Ergebnis unterstiitzt in gewisser Weise die in vivo Studie von Sievers et al. mit
einem Mausmodell, in dem Méause mit Adenokarzinomen der Lunge mit Celecoxib in
der Konzentration von 5-25umol behandelt wurden. Es zeigte sich keine signifikante
Inhibition der Tumorproliferation mit steigender Dosis (Sievers et al., 2005).

Auch Abou-Issa et al. zeigten bei Midusen mit Mammakarzinom, welche 250, 500, 1000
und 1500mg Celecoxib/kg Korpergewicht erhielten, eine dosisabhidngige Effektivitit im
Sinne einer Reduktion des Tumor-Volumens und dass bereits bei geringen Dosen

(Abou-Issa et al., 2001).

Da Celebrex” in der Konzentration 0,1pg eine ausgeprigtere antioxidative Wirkung
zeigte als in hoheren Konzentrationen, wurde diese Konzentration flir die weiteren

Versuchsreihen ausgewahlt.

4.5 Die antioxidativen Effekte der COX-2-Inhibitoren Celebrex® und

Vioxx®

In vielen maligne transformierten Geweben, das Kopf-Hals-Karzinom eingeschlossen,
kann eine erhohte Prostaglandin Produktion beobachtet werden (Bennett et al., 1980;
Rigas et al., 1993). Diese erhohte Prostaglandinproduktion scheint im Zusammenhang
mit einer erhdhten COX-2-Expression zu stehen, die durch eine Vielzahl von Faktoren
reguliert wird, hierzu zdhlen Wachstumsfaktoren, Onkogene und Tumor-
Suppressorgene. Der epidermal growth factor receptor (EGFR), der hauptsichlich in
malignem Gewebe des Verdauungstraktes aber auch im Kopf-Hals-Bereich erhdht ist,
kann eine gesteigerte COX-2-Expression bewirken (Mestre et al., 1997; Moraitis et al.,
2005). Auch die mutierte Form des Tumorsuppressorgens p53 kann, in Tumoren des
Kopf-Hals-Bereiches, des Osophagus und des Magens eine gesteigerte COX-2-
Expression hervorrufen. Dies unterstiitzen Studien beziiglich erhohter COX-2-
Expression im Rahmen einer p53 Mutation (Subbaramaiah et al., 1999; Leung et al.,
2001). Auch exogen zugefiihrte Karzinogene, wie z.B. die karzinogenen Inhaltsstoffe
des Zigarettenrauchs, konnen das COX-2-Gen aktivieren und somit die COX-2-
Expression steigern (Kelley et al., 1997).
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Der Zusammenhang zwischen der COX-2-Expression und der Karzinogenese wurde
erstmalig in zahlreichen Studien zur Genese des Kolonkarzinoms untersucht, bei denen
die Effizienz von Aspirin® und anderen NSAR getestet wurde. Auch in Neoplasien des
Kolonkarzinoms wurde eine gesteigerte COX-2-Expression gefunden (Sheehan et al.,
2004). Das Ergebnis prasentierte eine Reduktion des relativen Risikos an einem
Kolonkarzinom zu erkranken ebenso, wie eine Tumorregression bei bestechendem
Karzinom (Gupta und DuBois, 2001). Wichtig in diesem Zusammenhang waren auch
Tierversuche, bei welchen ,knock out“-Méuse, also Miuse ohne COX-2-Gen, ein
signifikant reduziertes Auftreten von intestinalen Polypen gezeigt wurde (Oshima et al.,
1996). Doch eben nicht nur das kolorektale Karzinom, sondern auch zahlreiche andere
Tumorarten, wie Tumore der weiblichen Brust, der Lunge, der Prostata, des Pankreas,
der Blase, des Magens, des Osophagus und schlieBlich auch Tumore des Kopf-Hals-
Bereiches zeigen eine gesteigerte COX-2-Expression (Dixon, 2003; Sakurai et al.,
2007).

Zu den genauen Mechanismen, wie eine gesteigerte COX-2-Expression die
Karzinogenese in Gang setzt, gibt es diverse Untersuchungen.

COX-2 ist ein bifunktionales Enzym, mit einer Peroxidase-aktiven und einer
Cyclooxygenase-aktiven Seite (Altorki et al., 2003). Die Peroxidase-aktive Seite ist in
der Lage Prokarzinogene in Karzinogene umzuwandeln (Eling et al., 1990; Marnett et
al., 1978). Auch die Apoptose, der programmierte Zelltod, steht in Zusammenhang mit
der COX-2, denn eine forcierte Uberexpression der COX-2 in Epithelzellen, zeigte eine
Inhibition der Apoptose (Tsujii und DuBois, 1995).

Auch wird die Angiogenese, die die Grundlage fiir das Wachstum eines Tumors
darstellt, durch COX-2 gesteigert, denn die Expression des vascular epithelial growth
factor (VEGF) und somit die Vaskularisation des Tumors korreliert mit der Menge an
COX-2 (Gallo et al., 2001). AbschlieBend gilt natiirlich ein chronischer Entziindungs-
reiz, welcher eine gesteigerte Prostaglandin-Produktion beinhaltet, u.a. auch als
Risikofaktor fiir die Genese von Karzinomen (Weitzman und Gordon, 1990).

Die Untersuchungen iiber den Zusammenhang von COX-2 und der humanen
Karzinogenese stiitzen die Entscheidung, die COX-2-Inhibitoren beziiglich seiner
antioxidativen Wirkung zu analysieren.

Inwiefern ein Zusammenhang zwischen oxidativen Schiden und der COX-2-Expression

besteht bzw. ob sich mit dem Einsatz von COX-2-Inhibitoren die Moglichkeit erdffnet
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durch antioxidative Wirkmechanismen die Karzinomentstehung zu beeinflussen, ist in
der Literatur fiir das Kopf-Hals-Karzinom nicht thematisiert.

Ajith et al. untersuchten die antioxidativen Effekte von Celecoxib in einem in vitro
Modell an Rattenlebern und an Bakterienstimmen (Salmonella typhimurium) (Ajith et
al., 2005). Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten, dass Celecoxib in der Lage war
die Oxidation von Lipiden zu inhibieren. Der genaue Mechanismus blieb jedoch noch
unklar. Es wird vermutet, dass Celecoxib entweder direkt das Peroxyl-Radikal abfangt
oder dass Celecoxib das Radikal durch die Bereitstellung von Reduktions-Equivalenten
neutralisiert. Ebenso zeigte die Studie, dass Celecoxib konzentrationsabhéngig bereits
schon ab 0,05umol Hydroxylradikale abfangt.

Im Gegensatz dazu steht die in vivo Studie von Ozgocmen et al., die den antioxidativen
Effekt von Celecoxib nach vierwdchiger Gabe, an Patienten mit Osteoarthritis
untersuchten. In den Mittelpunkt ihrer Untersuchungen wurden die von oxidativen
Stress abhédngigen Enzyme, wie die Superoxiddismutase (SOD), Glutathionperoxidase
(GSH-Px), Xanthinoxidase (XO), Malondialdehyd, ein Marker der Lipid-Oxidation und
das Stickoxid gestellt, welche im Serum gemessen wurden. Das Ergebnis war, dass mit
Celecoxib keine signifikante Verminderung der SOD, der GSH-Px und der XO ermittelt

werden konnte (Ozgocmen et al., 2005).

Mit dieser Arbeit konnte eine signifikant antioxidative Wirkung sowohl von Vioxx® als
auch von Celebrex® gezeigt werden und das, im Gegensatz zur Arbeit von Ajith et al. an
humanem Gewebe.

Gestiitzt auf die Ergebnisse von Ajith et al. konnte das Potential der COX-2-Inhibitoren

Hydroxylradikale abfangen zu konnen, dem Ergebnis unserer Arbeit zugrunde liegen.

4.6 Vergleich antioxidativer Effekte der COQOX-2-Inhibitoren nach

einfacher und mehrmaliger Vorinkubation

Nachdem die antioxidativen Effekte der COX-2-Inhibitoren Vioxx” und Celebrex®
nach einmaliger Vorinkubation nachgewiesen wurden, erfolgte in einem zweiten Ansatz
die Analyse moglicher kumulativer antioxidativer Effekte durch mehrmalige Inkubation
der Substanzen. In diesem Ansatz wurden die Miniorgankulturen an flinf
aufeinanderfolgenden Tagen fiir jeweils 30min mit den entsprechenden Substanzen

vorinkubiert.
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Nach Vergleich der wiederholten Gabe mit der einmaligen Gabe der Préparate, zeigt
sich fiir Celebrex®, nach mehrfacher Vorinkubation, eine signifikant stirkere
antioxidative Wirkung. Im Gegensatz konnte die mehrfache Inkubation mit Vioxx®

keinen signifikanten kumulativen Effekt aufweisen.

In der Literatur wurden kumulative Effekte der Substanzen meist nur durch eine
Verlidngerung der Inkubationsintervalle untersucht. Chan et al. haben Zelllinien des
nasopharyngealen Karzinoms sowohl mit unterschiedliche Dosen des COX-2-Inhibitors
Celecoxib als auch in unterschiedlichen Intervallen (24, 48 und 72 Stunden) inkubiert.
Das Ergebnis der Studie ergab eine gesteigerte Wachstumshemmung der
Karzinomzellen bei verldngerter Inkubation (Chan et al., 2005).

Ebenso inkubierte Sievers et al. Zelllinien des Adenokarzinoms der Lunge in Intervallen
von 24, 48 und 72 Stunden mit Celecoxib. Auch hier konnte zeitabhidngig eine
Inhibition der Zellproliferation ermittelt werden (Sievers et al., 2005).

Den Zusammenhang zwischen der p53 Expression und einer Inkubation mit Celecoxib
in unterschiedlichen Intervallen untersuchte Swamy et al. an Kolonkarzinomzellen. Die
Inkubation der Zellen erfolgte mit Celecoxib in der Konzentration von 50uM bzw.
100puM, fiir 6, 12 und 24 Stunden. Es zeigte sich ein gesteigertes p53-Niveau nach 24
Stunden bei einer Konzentration von 100uM (Swamy et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit sind die antioxidativen Wirkungen der COX-2-Inhibitoren
Vioxx™ und Celebrex® nahezu gleich, jedoch zeigt die mehrfache Inkubation mit dem
Priparat Vioxx” im Gegensatz zur mehrfachen Inkubation mit Celebrex® keinen
kumulativen Effekt.

Auch Kazanov et al. konnten in ihren in vitro Untersuchungen einen Unterschied
zwischen Celecoxib und Rofecoxib ermitteln. Diese Studie untersuchte gesunde
Zelllinien und maligne transformierte Zelllinien von Kolonmukosa nach Inkubation mit
Celecoxib und Rofecoxib und verglich das Tumorwachstum vor und nach Inkubation.
Celecoxib war in der Lage das Wachstum mittels Apoptose transformierter Zellen zu
hemmen. Im Gegensatz dazu stand Rofecoxib, welches auch bei maximaler
Konzentration von 20uM keine Inhibition zeigte (Kazanov et al., 2004).

Obwohl beide COX-2-Inhibitoren die gleichen Eigenschaften beziiglich der
antiinflammatorischen und analgetischen Wirkmechanismen haben, unterscheiden sie

sich dennoch in ihren tumorprotektiven Eigenschaften. Neben Kazanov et al. zeigten
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auch Waskewich et al.,, dass Celecoxib im Vergleich zu Rofecoxib die grofte
Effektivitit in der Wachstumshemmung von himatopoetischen und epithelialen
Zelllinien hat (Waskewich et al., 2002).

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte von beiden Wirkstoffen fiir Celecoxib eine

stiarkere antioxidative Wirkung im Vergleich zu Rofecoxib ermittelt werden.

Dennoch sollte Rofecoxib als potentielle Substanz im Rahmen einer Tumortherapie
nicht ganz aufler Acht gelassen werden, denn es existieren zahlreiche in vivo Studien
zur Effektivitdt von Rofecoxib (Oshima et al., 2001; Hallak et al., 2003). Generell
scheint eine Diskrepanz zwischen in vitro und in vivo Studien zu bestehen. Wahrend
Celecoxib in vitro groBe Effektivitit im Zusammenhang mit Tumorgenese zeigt,
préisentiert Rofecoxib gute Ergebnisse in vivo. Die vorliegende Arbeit konnte in vitro
bei beiden Préparaten signifikante antioxidative Effekte ermitteln, jedoch nur bei

Celecoxib einen kumulativen Effekt.
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5 Zusammenfassung

Die Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes gilt aufgrund ihrer sehr exponierten
Lage als erstes Kontaktorgan fiir DNA-schidigende Fremdstoffe. Diese DNA-
Schiadigung kann einen ersten Schritt in der Tumorgenese im Kopf-Hals-Bereich
darstellen. Basierend hierauf wurde nasale Schleimhaut als Untersuchungsmaterial fiir
die Versuchsreihen der vorliegenden Arbeit ausgewihlt. Die nasale Schleimhaut wurde
zundchst zu Miniorganen kultiviert, die den Zellen Vitalitit im Zellverband
ermoglichten und somit eine in vivo Situation zumindest imitierten. Im Besonderen
wurde durch den Einsatz von Miniorgankulturen eine wiederholte Inkubation mit DNA
protektiven Substanzen und die Inkubation mit DNA schéddigenden Substanzen,
ermdglicht.

Nach Abschluss der siebentdgigen Kultivierung konnten die Miniorgane dann mit den
zu untersuchenden Priparaten Vioxx® und Celebrex® vorinkubiert werden. Dabei
wurden initial genotoxische Effekte der beiden Praparate, sowohl nach einfacher wie
auch nach mehrfacher Inkubation mittels der alkalischen Mikrogelelektrophorese
(Comet Assay) ausgeschlossen.

Um die effektivste Konzentration von Celebrex” zu ermitteln wurden zwei verschiedene
Konzentrationen ausgewertet und bewiesen, dass Celebrex” in der Konzentration von
Ipg/ml einen signifikant stirkeren antioxidativen Effekt aufweist als in der
Konzentration 0,1pg/ml.

Nach Inkubation der Miniorgankulturen mit beiden Priparaten, sowohl einfach als auch
mehrfach, erfolgte die genotoxischen Schadigung mit H,O,.

Das Ergebnis des Comet Assays zeigte fiir beide COX-2-Inhibitoren einen signifikant
antioxidativen, also DNA protektiven Effekt, fiir Celebrex® sogar einen potenzierten

antioxidativen Effekt nach mehrfacher Inkubation.

Eine Beteiligung der COX-2 an verschiedensten Mechanismen der Karzinogenese und
der mogliche Einsatz von COX-2-Inhibitoren in der Tumorprdvention und Tumor-
therapie wird basierend auf zahlreichen Studien diskutiert.

Bislang steht jedoch der Nachweis aus, dass COX-2-Inhibitoren an humaner
Schleimhaut auch DNA protektive Eigenschaften besitzen, indem sie die DNA vor

genotoxischen Schiden bewahren. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergaben,
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Zusammenfassung

dass COX-2-Inhibitoren die Fdhigkeit haben, die DNA humaner Zellen vor freien
Radikalen zu schiitzen. Diesem Nachweis antioxidativen Potentials miissen klinische
Studien folgen, die eine Effektivitit und Vertrdglichkeit von COX-2-Hemmern in der

Tumorprivention und — therapie untersuchen.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungen

BEGM
ca.

°C
COX
DMEM
DMSO
DNA
FCS
H,0,

mg
mA
mg

min.

Bronchial Epithelial Cell Growth Medium
circa

Grad Celsius

Cyclooxygenase

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonucleic acid

Fotales Kalberserum
Hydrogenperoxid

Kilogramm

Milligramm

Milliampere

Milligramm

Minuten

Milliliter

Millimolar

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Nichtsteroidale Antirheumatika
Olive Tail Moment

Phosphate buffered saline

Volt
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